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緒論 

 

 近年、我が国の乳癌罹患率は年々増加の一途を辿っており、現在その罹患者数は女性の癌

患者の中で第 1 位である[1]。最近のコホート研究により、我が国における乳癌発症の原因と

して、体格指数（Body Mass Index：BMI）の増加すなわち肥満にあることが示されている[2]。

肥満患者における乳癌多発の原因としては、脂肪細胞の肥大化に伴う、アロマターゼの発現

増加によるエストロゲン合成の増加及びアディポサイトカインの内、腫瘍壊死因子-（Tumor 

Necrosis Factor-：TNF-）やレプチンなどの分泌の増加並びにアディポネクチンの分泌減

少などが乳癌発症率の増加に繋がっていることが示唆されている[3–6]。乳癌細胞の特徴とし

てホルモン受容体であるエストロゲン受容体（Estrogen Receptor：ER）及びプロゲステロン

受容体（Progesterone Receptor：PR）の発現や、細胞膜表面に存在して細胞の増殖や分化を

調節する、受容体型チロシンキナーゼ活性を有するヒト上皮細胞増殖因子受容体 2（Human 

Epidermal Growth Factor Receptor 2：HER2）に対する感受性の有無がその成⾧や増殖へ関

与することも知られている[7]。さらに女性の閉経後における脂肪細胞の肥大化に伴うエスト

ロゲン合成の増加は、乳癌の危険因子として知られている[8]。 

 癌細胞は成⾧や増殖の際、栄養素を担癌宿主から奪取しているが、たとえ好気的状況下に

おいても、ミトコンドリアでの代謝を抑え、嫌気的解糖によるグルコース代謝を促進させる

いわゆる Warburg 効果[9]によってその糖代謝効率の不良から、グルコース利用量が健常細

胞よりも多くなっている。また宿主内でのグルコースとしての貯留量は栄養素全体の中では

極めて少ないため、癌細胞の成⾧や増殖に必要なエネルギー源や細胞形成物質の確保に宿主

内の脂肪の利用が必要と考えられる。さらに癌患者において血中総脂質量の著しい増加が認

められることがある。その原因の一つとして、癌組織から分泌される TNF-やインターロイ

キン-6（Interleukin-6：IL-6）などの炎症性サイトカインにより担癌宿主の脂肪細胞における

ホルモン感受性リパーゼ（Hormone Sensitive Lipase:：HSL）の活性上昇が惹起され、貯蔵さ

れている脂肪の分解亢進及び分解の結果生じた脂肪酸やグリセロールの血中への分泌が増加

し[10]、また、これらがトリガーとなり、肝臓での超低比重リポタンパク質（Very Low Density 

Lipoprotein：VLDL）合成が促進することが考えられている[11]（Fig. 1）。すなわち癌細胞に

よる担癌宿主の脂質の利用を増加するため体脂肪が動員され、高脂血症や体脂肪の急激な枯

渇が生じ、それによって宿主に癌性羸痩が現れ、一方、癌細胞中への脂質の蓄積増加が生じ、

ひいては癌治療への耐久力の虚弱化及び生活の質（Quality of Life：QOL）の低下を伴う予後
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不良が引き起こされる。すなわち、癌細胞の特性における脂質代謝のより一層の解明は、癌

治療の診断や治療さらには予防や予後において極めて重要と考えられる。 

 ところで生体内の脂質代謝においてリポタンパク質リパーゼ（Lipoprotein Lipase：LPL）

は肝臓以外の組織である筋肉、脂肪組織、乳腺などで合成後、細胞膜表面や血管内皮細胞上

に分泌され、血中のカイロミクロン及び VLDL 中のトリアシルグリセロール（Triacylglycerol：

TG）を加水分解することで、各組織への脂肪酸及びリポタンパク質の供給を担う重要な脂質

代謝酵素であり、本酵素の欠乏は重大な脂質異常症を呈する[12]。また LPL の活性は炎症性

サイトカインにより抑制されることが知られることから、癌組織からの炎症性サイトカイン

の分泌によっても LPL の活性は抑制され、リポタンパク質からの脂肪酸の供給の低下やこれ

による脂肪細胞の脂肪の貯蔵低下が生じる[13]。すなわち LPL の活性抑制は癌患者における

高脂血症の一因となっている[14]。しかしながら、癌細胞において LPL は活発に合成・分泌

されており、LPL を高発現している癌細胞を有する担癌体の予後は不良であることが示唆さ

れている[15–18]（Fig. 1）。そのため、癌細胞の脂質代謝の内、LPL の挙動を解明することは、

より重要であると考えられる。 

 LPL はその生成過程において、転写制御因子としてペルオキシソーム増殖剤応答性受容体

（Peroxisome Proliferator-Activated Receptor：PPAR）や TNF-など様々な因子が検討され

ている[13,19]。しかし、LPL の分泌機構についての詳細は未だ不明なことが多い。 

 そこで本研究では、近年発症率が増加傾向にあり問題視されている乳癌の細胞特性として

脂質代謝の特性を検討するため、ホルモン受容体陽性乳癌細胞であるマウス乳癌 FM3A 細胞

を用い、LPL の分泌機構について解析を進めた。すなわち第 1 章としてプロゲステロン及び

第 2 章としてエストロゲンによる LPL 分泌に対する感受性発現機構について、中でも細胞内

シグナル伝達系に着目し、それぞれ明らかにした。次いで第 3 章として細胞内シグナル伝達

系の下流に存在し、細胞周期の制御を行っているサイクリン依存性キナーゼ（Cyclin 

Dependent Kinase：CDK）に着目し、その阻害剤であるパルボシクリブを用いて細胞周期関

連タンパク質と LPL 分泌機構との関与並びに脂質代謝の変動を解析した。 
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Figure 1. Plasma lipids and tumor growth. 
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VLDL: Very Low Density Lipoprotein 
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第 1 章 プロゲステロンによるマウス乳癌 FM3A 細胞からの LPL の分泌機構の解析 

 

第 1 節 序論 

 

 プロゲステロン（Fig. 2A）は黄体ホルモンとも呼ばれ、卵巣や副腎などでコレステロール

から合成されるステロイドホルモンであり、乳腺や子宮の発達及び排卵や妊娠などの生殖機

能の維持に不可欠なホルモンである[20]。ところでステロイドホルモンの作用発現機構には

大別して 2 つあり、遺伝子に作用し発現までに数時間必要な genomic effects と、作用発現ま

で数分間と早く細胞膜及び細胞質内に作用発現する non-genomic effects が存在する。プロゲ

ステロンの 2 つの経路の内、genomic effects は細胞質内に存在する PR を介し、non-genomic 

effects は細胞膜上に存在する膜プロゲステロン受容体（Membrane Progesterone Receptors：

mPRs）（別称：Progestin and AdipoQ Receptor）及びプロゲステロン受容体膜構成要素

（Progesterone Receptor Membrane Component：PGRMC）を介し作用を発現している[21]。

種々の乳癌細胞においてもそれらの受容体の発現は認められているが、プロゲステロンと乳

癌との関連は未だ不詳であり、特に脂質代謝との関係はほとんど解明されていない。 

合成プロゲステロンであるメドロキシプロゲステロン酢酸エステル（Medroxyprogesterone 

Acetate：MPA）（Fig. 2B）は、抗エストロゲン及び抗ゴナドトロピン作用を有し、我が国で

は、乳癌並びに子宮体癌（内膜癌）の内分泌療法に 1980 年代以来用いられている。しかし、

乳癌に対する抑制作用の詳細が検討段階であることや血栓症などの重要な副作用があること

から、現在我が国では三次内分泌療法以降に使用されている[22] 。しかし乳癌のみならず、

多くの癌種において、担癌患者の癌性羸痩に繋がる癌性食思不振に対し、改善作用が確認さ

れており、海外では癌性食思不振に伴う悪液質症候群の治療薬としても承認されている[23–

25]。また近年、内分泌療法の施行に伴うエストロゲン抵抗性発現などの観点から MPA の適

応が再び注目され始めている[26,27]。そこで乳癌細胞に対するプロゲステロンの作用を明ら

かにするため、強力な黄体ホルモン作用を示す MPA を用いて癌細胞の増殖に重大な役割を

担う脂質代謝について、特に脂質の供給を律速する LPL に着目し、その分泌段階について解

析した。 
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Figure 2. Structure of progesterone (A) and medroxyprogesterone acetate (B). 
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第 2 節 実験方法 

 

第 1 項 試薬 

 MPA は和光純薬より購入した。H-89、U0126、FR180204、SB202190、SP600125、LY294002、

KU0063794 及び Rapamycin は Cayman Chemical より購入した。各試薬はジメチルスルホキ

シド（Dimethyl Sulfoxide：DMSO）に溶解し使用した。 

 

第 2 項 細胞培養 

 使用したマウス乳癌 FM3A 細胞は理化学研究所バイオリソース研究センターから入手した。

FM3A 細胞は 10％ 牛胎児血清（Fetal Bovine Serum：FBS）、0.2 mM アラニン、0.15 mM カ

ナマイシン及び 2 mM グルタミンを添加した RPMI1640 培地を使用し、37℃、5% CO2 で増

殖させた。 

 

第 3 項 粗酵素標品作成 

 第 2 項で増殖させた FM3A 細胞を遠心分離（150×g、3 分、4℃）し、細胞と上清に分離さ

せた。上清を捨て 0.1％ BSA 含有、ハンクス平衡塩溶液（Hanks' Balanced Salt Solution：

HBSS）で洗浄し、細胞密度を 1×107 個/mL に調整した後、ディッシュに播種した。その後

試薬を添加し、標記の時間培養した。培養後、細胞を回収し、遠心分離（1,000×g、5 分、4℃）

を行い、上清を LPL 粗酵素標品とし、細胞はホモジネートバッファー（25 mM HEPES[pH 

7.2], 0.21 M マンニトール, 70 mM スクロース, 1 mM EGTA, 10 µM ロイペプチン, 1 mM 

β-グリセロリン酸及び 1 mM リン酸ナトリウム）を加え、超音波破砕機を用いて破砕し、遠

心分離（15,000×g、10 分、4℃）後の上清を LPL、MAPK 粗酵素標品として、酵素活性測定

及びウエスタンブロット法に使用した。 

 

第 4 項 細胞増殖測定 

 FM3A 細胞を 10％ FBS、0.2 mM アラニン、0.15 mM カナマイシン及び 2 mM グルタミ

ンを添加した RPMI1640 培地に懸濁し、試薬を添加した後、37℃、5% CO2 で 72 時間増殖さ

せた。細胞懸濁液に 0.2％ トリパンブルーを混合し、生細胞数を Burker-Turk 血球計算盤を

用い測定した。 
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第 5 項 LPL 酵素活性測定 

 LPL 酵素活性の測定には第 3 項で作成した LPL 粗酵素標品を用いた。LPL 酵素活性測定

は Nilsson-Ehle ら[28]及び Belfrage ら[29]の方法を使用した。基質溶液の作成ついて、0.2 M 

Tris[37℃、pH 8.0]、0.3％ BSA、0.07％ Triton X-100 及び Triolein [carboxyl-14C]-（0.74 

µM; 3.7 mBq/mL）（PerkinElmer）49 µL を氷中で、超音波処理（3 分）して乳化処理し、さ

らに 12％ BSA 20 µL、0.2 M Tris[37℃、pH 8.0]21 µL およびマウス非働化血清 10 µL を加

えたものを基質溶液とした。作成した基質溶液 0.1 mL に粗酵素標品 0.1 mL を添加し、37℃

で 30 分間温置した。反応は反応停止液（メタノール:クロロホルム:ヘプタン=1.41:1.25:1）2 

mL を添加して停止させたのち、0.1 M KOH を 0.65 mL 加え、10 分間振盪する。遊離脂肪酸

（Free Fatty Acid：FFA）を含むアルカリ-メタノール層（上層）を 0.6 mL バイアルに採取

し、リッキシンチ（National Diagnostics）4 mL を加え、液体シンチレーションカウンター

（アロカ製 LSC-6100 ）で FFA の放射活性を測定した。LPL の活性は 1M NaCl 存在下で

ほぼ完全に阻害されることから、1 M NaCl 存在下での LPL 粗酵素標品の値を用いて補正し、

LPL 活性を nmol FFA/hr/106 cells で表した。 

 

第 6 項 Mitogen-Activated Protein Kinase（MAPK）酵素活性測定 

 MAPK 酵素活性の測定には第 3 項で作成した MAPK 粗酵素標品を用いた。MAPK 酵素活

性測定は Ferby ら[30]の方法に準じて測定した。基質溶液として 80 mM Tris [25℃、pH 7.5]、

0.5 mg/mL myelin-basic protein、37 KBq[-32P]ATP（PerkinElmer）、0.2 mM ATP、10 mM 

MgCl2、1 mM MnCl2 の混合液を使用した。MAPK 粗酵素標品 15 µL に基質溶液 5 µL を加

え、25℃で 20 分間温置した。反応終了時に 0.1% BSA 含有 1 M HCl 3 µL を加え反応を停止

させた。反応液を円形濾紙（Whatman P81 phosphocellulose paper）のうえに滴下し、0.5％ 

リン酸溶液中で 1 時間振盪した後、0.5％ リン酸溶液を入れ替え再び 1 時間振盪させた。そ

の後、濾紙を風乾させ、リッキシンチを用いて液体シンチレーションカウンターにて放射活

性を測定した。MAPK 活性は phosphorylated myelin pmol/min/106 cells で表した。 

 

第 7 項 cAMP 含量測定 

 cAMP 含量の測定は第 3 項で作成した細胞標品、cAMP enzyme immunoassay kit（Cayman 

Chemical）を用いて測定した。cAMP 量は pmol/protein mg で表した。 
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第 8 項 siRNA トランスフェクション 

 第 2 項で増殖させた FM3A 細胞を遠心分離（150×g、3 分、4℃）し、細胞と上清に分離さ

せた。上清を捨て 10% FBS、0.2 mM アラニン及び 2 mM グルタミンを添加した RPMI1640

培地で懸濁し、細胞密度を 8×104 個/mL に調整した。Rictor を標的とする siRNA（10 nM)

（Sequence 5’-3’：CACGAUUUCUAGCCAGUAA）又は MISSION siRNA Universal Negative 

Control（Merck）を Opti-MEM（Gibco）及び Lipofectamine RNAiMAX（Thermo Fisher 

Scientific）と混合し、20 分間室温で反応させた。反応後、35 mm ディッシュまたは 150 cm2

細胞培養用フラスコ中で細胞懸濁液と混合し、37℃、5% CO2 で 48 時間培養した。ノックダ

ウン効率は細胞内の目的タンパク質をウエスタンブロット法にて測定することで評価した。 

 

第 9 項 ウエスタンブロット法 

 第 3 項で作成した標品のタンパク質濃度は BCA protein assay を用いて測定した。標品を

サンプルバッファー（62.5 mM Tris-HCl（pH 6.8）、10％ グリセロール、2% SDS、0.02% ブ

ロモフェノールブルー、5％ 2-メルカプトエタノール）に溶解し、95℃、5 分間加熱しタンパ

ク質を変性させた。処理したタンパク質を SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離

後、PVDF メンブレンに転写した。転写後、メンブレンを 1% スキムミルク含有 TBST（20 

mM Tris-HCl（pH 7.4）、150 mM NaCl、0.1% Tween 20）で 1 時間 blocking し、抗 LPL 抗

体（LabFrontier）、抗 Rictor 抗体（Cell Signaling Technology）または抗-アクチン抗体

（Proteintech）とともに、4℃で一晩インキュベートした。続いて、西洋ワサビペルオキシダ

ーゼで標識した抗ウサギ抗体（Bio-Rad）またはマウス IgG 抗体（Bethyl Laboratories）とと

もに 60 分間インキュベートし、イムノスター（和光純薬）を用いて発光させた。バンドの発

行強度は CS アナライザー（Atto）で解析した。 

 

第 10 項 統計学的解析 

 結果は平均±標準誤差（SE）で示した。有意差検定は、2 群間の比較については Student’s 

t-test、多群間の比較については一元配置分散分析（one-way ANOVA）後に Tukey 法または

Dunnett 法を用いて行った。また、P 値が 0.05 未満を有意差ありとして解析した。 
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第 3 節 結果 

 

マウス乳癌 FM3A 細胞における MPA による細胞増殖の変化 

 マウス乳癌細胞における MPA の感受性を確認するために、細胞懸濁液に MPA を添加し、

72 時間培養した。その後、FM3A 細胞の増殖の変化を Burker-Turk 血球計算盤を用いて計測

した。細胞増殖は MPA 濃度 1 nM 及び 10 nM において有意に増加したが、高濃度の 20 nM

及び 50 nM では MPA 非存在下と比べ有意な増加が認められなかった（Fig. 3）。そこで今回

の研究では、細胞増殖の増加が確認された MPA の濃度（1 nM）を用いて LPL に対する検討

を行った。 

 

LPL 分泌に対する MPA の効果 

FM3A 細胞に MPA を添加し、培養後の上清に含まれる LPL を分泌 LPL とした。LPL の

活性をラジオエンザイムアッセイ、タンパク質量をウエスタンブロットを用いて測定した。1 

nM の MPA では 90 分まで経時的に分泌 LPL 活性の有意な増加が認められた（Fig. 4A）。ま

た、各濃度の MPA で 1 時間処理したところ、分泌 LPL の活性は 1 nM 及び 10 nM では有意

に増加させたが、20 nM 以上では増加が認められなかった（Fig. 4C）。MPA による LPL 分

泌量はウエスタンブロットによるタンパク質定量で変化が認められなかった（Fig. 4B, D）。 

 

MPA による LPL 活性化に対する cAMP-Protein Kinase A（PKA）の関与 

mPRs に対する MPA の作用を検討するため cAMP 含量の変化を ELISA 法を用いて測定し

た。cAMP 含量は MPA 添加後、30 秒から 180 秒の間で有意な増加が確認され、300 秒後で

は差が消失していた（Fig. 5）。cAMP は PKA を活性化することが知られている。そこで PKA

の阻害剤である H-89[31]を使用し、MPA による LPL 活性化に対する PKA の関与を検討し

た。その結果、H-89 により MPA による LPL 活性化が抑制されることが認められた（Fig. 

6）。 

 

MPA による LPL 活性化に対する MAPK 経路の関与 

 MPA による膜受容体を介したシグナルが確認されたため、種々のシグナル伝達に関与して

いる MAPK 経路の関与を検討した。FM3A 細胞における MPA による MAPK 活性の変化を、

ラジオエンザイムアッセイを用いて測定した。その結果、MPA 処理後 20~60 分において
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MAPK 活性の有意な上昇が認められた（Fig. 7）。MAPK 経路には、extracellular signal-

regulated kinase（ERK）、p38、c-Jun N-terminal kinase（JNK）等のサブファミリーが知られ

ている。そこで複数存在する MAPK のどの経路に LPL 活性化が依存しているのか確認する

ため、各経路の阻害剤を用いて解析した。阻害剤として、ERK の上流に存在する mitogen-

activated protein kinase kinase（MEK）に対し U0126[32]、ERK に対し FR180204[33]、p38

に対し SB202190[34]及び JNK に対し SP600125[35]を用いたところ、MEK、ERK、p38 の

阻害剤によって MPA による LPL 活性化の有意な抑制が認められたが、JNK 阻害剤は効果を

示 さ な か っ た （ Fig. 8A-D ）。 ま た 様 々 な 細 胞 外 シ グ ナ ル の 伝 達 に 関 わ っ て い る

phosphoinositide 3-kinase（PI3K）の阻害剤 LY294002[36]を用いて検討したが、MPA によ

る LPL の活性化は抑制されなかった（Fig. 9）。 

 

MPA による LPL の活性化に対する Mechanistic Target of Rapamycin Complex（mTORC）

の関与 

mTOR は MAPK によって活性化され、癌細胞の増殖と密接に関与している[37]。そこで、

MPA による LPL 活性化に対する mTOR の関与を検討した。mTOR は複数のタンパク質と

ともに 2 種類の複合体（mTORC1 及び mTORC2）として存在している。そこで阻害剤とし

て mTORC1/2 に対し KU0063794[38]、mTORC1 に対し Rapamycin[39]を用いて、MPA に

よる分泌 LPL 活性を測定した。その結果、mTORC1/2 阻害剤である KU0063794 でのみ活

性の阻害が確認された（Fig. 10A, B）。そこで、mTORC2 の関与を検討するため、mTORC2

の重要な構成タンパク質である Rictor[40]のノックダウンを行った。ノックダウンにより

Rictor の発現量を低下させた細胞では MPA による分泌 LPL の活性化は認められなかった

（Fig. 11A, B）。 
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Figure 3. Effects of MPA on the growth of mouse mammary tumor FM3A cells. FM3A cell growth 
after treatment with various MPA concentrations for 72 hr. Data were shown as mean ± SE. The data 
were analyzed by one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test. (n=6) *P < 0.05 
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Figure 4. Effects of MPA on secretion of LPL from mouse mammary tumor FM3A cells. Secreted 
LPL and protein activity in FM3A cells incubated with (●) or without (○) 1 nM MPA for the indicated 
time (A, B). Changes in the secretion of LPL from the cells incubated for 60 min with various 
concentrations of MPA were examined (C, D). The activity of LPL (A, C) and LPL protein secreted (B, 
D) into the medium. Data were shown as mean ± SE. The data were analyzed by Student’s t-test (A, B; 
compared to the control) or one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test (C, D; compared 
to the control). (n=6) *P < 0.05, **P < 0.01  
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Figure 5. Effect of MPA on cAMP contents in FM3A cells. cAMP content in FM3A cells incubated 
with (●) or without (○) 1 nM MPA over 300 sec. Data were shown as mean ± SE. Significant differences 
from the control group were determined by Student’s t-test. (n=6) *P < 0.05, **P < 0.01 
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Figure 6. Effect of PKA inhibitor on stimulatory secretion of LPL by MPA. Secreted LPL activity 
in FM3A cells incubated for 60 min with or without 1 nM MPA under the pretreatment of H-89 for 20 
min. The data were analyzed by one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. (n=4) *P < 
0.05 
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Figure 7. Effect of MPA on intracellular MAPK activity. MAPK activity in FM3A cells incubated 
with (●) or without (○) 1 nM MPA over a 90-min period. Data were shown as mean ± SE. Significant 
differences from the control group were determined by Student’s t-test. (n=6) *P < 0.05, **P < 0.01 
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Figure 8. Effect of MAPK inhibitors on stimulatory secretion of LPL by MPA. Secreted LPL activity 
in FM3A cells incubated for 60 min with or without 1 nM MPA under the pretreatment of U0126 (A), 
FR180204 (B), SB202190 (C), and SP600125 (D) for 20 min. Data were shown as mean ± SE. The data 
were analyzed by one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. (n=6) *P < 0.05 
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Figure 9. Effect of PI3K inhibitor on stimulatory secretion of LPL by MPA. Secreted LPL activity 
in FM3A cells incubated for 60 min with or without 1 nM MPA under the pretreatment of LY294002 for 
20 min. Data were shown as mean ± SE. The data were analyzed by one-way ANOVA. (n=6) 
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Figure 10. Effects of mTOR inhibitors on stimulated secretion of LPL by MPA. Secreted LPL 
activity in FM3A cells incubated for 60 min with or without 1 nM MPA under the pretreatment of 
KU0063794 (A) and rapamycin (B) for 20 min. Data were shown as mean ± SE. The data were analyzed 
by one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. (n=6) *P < 0.05, not significant (ns; P > 
0.05) 
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Figure 11. Effects of Rictor knockdown on MPA-stimulated secretion of LPL. FM3A cells were 
transfected with Rictor siRNA and control siRNA. Rictor knockdown efficiency was determined by 

western blot. Rictor/-Actin ratio means fold change of Rictor to -actin ratio normalized to control 
siRNA (A). Secreted LPL activity in transfected FM3A cells incubated for 60 min with MPA (B). Data 
were shown as mean ± SE. The data were analyzed by Student’s t-test. (n=4) **P < 0.01 
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第 4 節 考察 

 

 高用量 MPA には癌細胞の増殖抑制作用が認められており、そのため乳癌内分泌療法とし

て使用されることがある。しかしながら低濃度 MPA では乳癌細胞の増殖が促進されるとの

報告がある[41,42]。今回の研究では、閉経前非妊娠女性の血中プロゲステロン濃度は最大約

100 nM とされているため、50 nM までの濃度で検討した。今回使用したマウス乳癌 FM3A

細胞では MPA 濃度が 10 nM まで細胞増殖及び LPL 活性化が促進し、20 nM 以上では両変

化は認められなかった（Fig. 3）。これらのことから、MPA は濃度により異なる作用を示して

いることを示唆している。そして MPA による LPL 活性化が 20 分以内に生じた（Fig. 4A）

ことから、この反応は non-genomic effects に依存していると考えられる。 

mPRs は細胞膜上に存在し、その構造は G タンパク質共役型受容体と判明しているが、サ

ブタイプの詳細は不明である。そこで MPA による細胞内 cAMP 量の変化を測定したところ、

3 分間まで有意に cAMP 含量が増加した（Fig. 5）。そのため FM3A 細胞における mPRs は

Gs タンパク質共役型受容体であることが考えられる。ごく短時間の cAMP 含量増加による

PKA の活性化は報告されており[43]、PKA の阻害剤（H-89）によって MPA による LPL 活

性化が有意に抑制された（Fig. 6）ことから mPRs を介した cAMP は LPL 活性化に関与して

いることが示唆された。 

 MAPK 経路は様々な細胞外シグナルを核内へ伝達する役割を担う重要な経路である。この

経路は ERK 経路、p38 経路、JNK 経路などが存在しているとされており、それぞれが細胞外

シグナルの伝達経路を担っている。その中でも ERK 経路は癌細胞の増殖に極めて重要な役割

をしており、治療のターゲットとしても注目されている[44]。プロゲステロンは 1 時間以内

に MAPK 経路の複数のタンパク質をリン酸化させることが知られている[42,45,46]。FM3A

細胞においても MPA による 1 時間以内での MAPK 活性の上昇が認められた（Fig. 7）。また

U0126 及び FR180204 並びに SB202190 によって MPA による LPL 活性化が抑制された（Fig. 

8A-C）ことから、ERK1/2 及び p38 経路が活性化に関与していることが示された。 

 mTOR は細胞の増殖及び代謝の調節を行うセリン/スレオニンキナーゼであり、mTORC1

と mTORC2 の 2 種類の複合体として存在している。複合体はそれぞれ制御機構が異なって

いることが知られており、mTORC1 はホルモンやアミノ酸などの栄養素による細胞外シグナ

ルをアデノシン一リン酸活性化タンパク質キナーゼ（AMP-Activated Protein Kinase：AMPK）、

セリン/スレオニンキナーゼ AKT（AKT）（別称：プロテインキナーゼ B）及び ERK などの
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細胞内シグナル伝達系を介した制御をうけており[47–49]、主にタンパク質の合成や分解に関

与していることが知られている[50–52]。一方で mTORC2 の制御メカニズムはあまり知られ

ておらず、PI3K や結節性硬化症（Tuberous Sclerosis Complex；TSC）によって制御される

ことが報告されている[53]がその詳細は明らかではない。作用についてもアクチンの重合を

調節する因子であるとの報告がある[54]。しかしながらその他の作用についてはほとんど明

らかにされていない。本研究において MPA による LPL 活性化が mTORC1 阻害剤では抑制

されなかった（Fig. 10B）のに対し、Rictor の発現量を低下させた細胞では活性化が抑制され

た（Fig.11A, B）ことから、mTORC2 に特異的な LPL 活性化に繋がるタンパク質の翻訳後修

飾が存在する可能性が示唆された。   
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第 2 章 エストロゲンによる LPL 活性化機構の解析 

 

第 1 節 序論 

 

 エストロゲンは卵胞ホルモンとも呼ばれ、組織の成⾧・分化及び機能の制御を行う主要な

ステロイドホルモンであり、卵巣や脂肪組織において、プロゲステロンから生合成される。

エストロゲンには三種類存在しており、その中でも 17-エストラジオール（17-Estradiol：

E2）（Fig. 12）は最も主要で強力な作用を示すホルモンである。その作用は、乳腺細胞の増殖

促進、卵巣排卵制御があり、さらに性ホルモン以外の作用として糖代謝や骨代謝さらに脂質

代謝において LDL の減少や VLDL 及び高比重リポタンパク質（High Density Lipoprotein：

HDL）を増加させることが知られている[55–59]。エストロゲンの作用機序として genomic 

effects と non-genomic effects が存在している。Genomic effects は細胞質内もしくは核内に

存在する ER と結合後、二量体を形成した ER がホルモン応答エレメントのエストロゲン受

容体エレメントと結合し、遺伝子のホルモン応答配列に結合し、転写活性を調節する[60,61]。

一方、non-genomic effects は細胞膜上に存在する G タンパク質共役型エストロゲン受容体

（G Protein-Coupled Estrogen Receptor：GPER）（旧名称：GPR30）に結合し、MAPK など

の細胞内シグナル伝達系を活性化することでエストロゲンの作用を発現している[62,63]。こ

のようにエストロゲンは様々な組織において重要な働きをしている。さらに癌細胞との関連

も知られている。 

乳癌においては、エストロゲンやプロゲステロン受容体の発現が多いタイプ、いわゆるホ

ルモン受容体陽性乳癌が多い。そこでその増殖がエストロゲンに強く依存している乳がん患

者に対しては、ER を標的とした内分泌療法を施行し、そのため抗エストロゲン製剤の投与が

施行されている。また前述のようにエストロゲンは細胞の性ホルモン以外の代謝にも大きく

関与しており、グルコース代謝、アミノ酸代謝[64]、脂質代謝等の調節を行っていることか

らも抗エストロゲン剤のホルモン受容体陽性乳癌患者に対する有用性が確認されている。し

かしながら乳癌細胞自身の増殖や成⾧にとって必須の栄養素である脂質の供給についてのエ

ストロゲンの作用の詳細は不明である。そこで本章では乳癌細胞に対するエストロゲンの脂

質代謝に対する作用をより明らかにするため、脂質の供給において重要な役割を担うリポタ

ンパク質代謝について特に E2 による LPL 分泌機構に着目して解析した。 
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Figure 12. Structure of 17-estradiol. 
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第 2 節 実験方法 

 

第 1 項 試薬 

 試薬は、本論第 1 章の第 2 節、第 1 項に示したものに加え、E2 は和光純薬、PD98059 は

Cayman Chemical より購入した。各試薬は DMSO に溶解し使用した。 

 

第 2 項 細胞培養 

 細胞培養の方法は、本論第 1 章の第 2 節、第 2 項に示した。 

 

第 3 項 粗酵素標品作成 

 粗酵素標品作成方法は、本論第 1 章の第 2 節、第 3 項に示した。 

 

第 4 項 細胞増殖測定 

 細胞増殖測定方法は、本論第 1 章の第 2 節、第 4 項に示した。 

 

第 5 項 LPL 酵素活性測定 

 LPL 酵素活性測定は、本論第 1 章の第 2 節、第 5 項に示した 

 

第 6 項 MAPK 酵素活性測定 

 MAPK 酵素活性測定は、本論第 1 章の第 2 節、第 6 項に示した。 

 

第 7 項 cAMP 含量測定 

 cyclic AMP 含量測定は、本論第 1 章の第 2 節、第 7 項に示した。 

 

第 8 項 siRNA トランスフェクション 

 siRNA トランスフェクションは、本論第 1 章の第 2 節、第 8 項に示した。 

 

第 9 項 ウエスタンブロット法 

 ウエスタンブロット法は、本論第 1 章の第 2 節、第 9 項に示した。 
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第 10 項 統計学的解析 

 結果は平均±標準誤差（SE）で示した。有意差検定は、2 群間の比較については Student’s 

t-test、多群間の比較については one-way ANOVA 後に Dunnett 法を用いて行った。また、P

値が 0.05 未満を有意差ありとして解析した。 
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第 3 節 結果 

 

マウス乳癌 FM3A 細胞における E2 による細胞増殖の変化 

 マウス乳癌細胞における E2 の感受性を確認するために、細胞懸濁液に E2 を添加し、72 時

間培養した。その後、FM3A 細胞の増殖の変化を Burker-Turk 血球計算盤を用いて計測した。

細胞増殖は E2 濃度依存的に増加し、1 nM 及び 10 nM で有意な増加が認められた（Fig. 13）。

閉経前非妊娠女性の血中 E2 濃度は最大約 2 nM とされているが、今回の研究では FM3A 細

胞の増殖が 10 nM まで濃度依存的に増加したことから、より有意差の確認できる 10 nM ま

での濃度で検討した。 

 

LPL 分泌に対する E2 の効果 

 FM3A 細胞に E2 を添加し、培養後の上清に含まれる LPL を分泌 LPL とした。LPL の活

性をラジオエンザイムアッセイ、タンパク質量をウエスタンブロットを用いて測定した。E2

濃度 10 nM では 90 分まで経時的に分泌 LPL 活性の有意な増加が認められた（Fig. 14A）。ま

た、各濃度の E2 で 1 時間処理したところ、分泌 LPL の活性は 1 nM 及び 10 nM で有意な増

加が確認された（Fig. 14C）。E2 による LPL 分泌量はウエスタンブロットによるタンパク質

定量で変化が認められなかった（Fig. 14B, D）。 

 

E2 による LPL 活性化に対する cAMP-PKA の関与 

 細胞膜に存在する GPER に対する E2 の作用を検討するため cAMP 含量の変化を ELISA

法を用いて測定した。FM3A 細胞内 cAMP 含量は E2 添加後 30 秒において有意に増加する

ことが確認された（Fig. 15）。cAMP によって活性化されることが知られている PKA の阻害

剤である H-89 を使用し、E2 による LPL 活性化に対する PKA の関与を検討した。その結果、

H-89 により E2 による LPL 活性化が抑制されることが確認された（Fig. 16）。 

 

E2 による LPL 活性化に対する MAPK 経路及び PI3K の関与 

 E2 による膜受容体を介したシグナルが確認されたため、種々のシグナル伝達に関与してい

る MAPK 経路の関与を検討した。FM3A 細胞における E2 による MAPK 活性の変化を、ラ

ジオエンザイムアッセイを用いて測定した。その結果、E2 処理後 60 分及び 90 分で MAPK

活性の有意な上昇が認められた（Fig. 17）。続いて複数存在する MAPK のどの経路が E2 に
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よる LPL 活性化に関与しているのか確認するため、各経路の阻害剤を用いて解析した。阻害

剤として PD98059（MEK 阻害剤）、FR180204（ERK 阻害剤）、SB202190（p38 阻害剤）及

び SP600125（JNK 阻害剤）を用いたところ、MEK、ERK、p38 の阻害剤によって E2 による

LPL 活性化の有意な抑制が認められた（Fig. 18A-D）。また様々な細胞外シグナルの伝達に関

わっている PI3K の阻害剤 LY294002 によっても、E2 による LPL の活性化が有意に抑制さ

れた（Fig. 19）。 

 

E2 による LPL の活性化に対する mTOR の関与 

 さらなる E2 による LPL 活性化機構の解析を行うため、MAPK によって活性化され癌細胞

の増殖と密接に関係している mTOR の関与を検討した。mTOR は複数のタンパク質ととも

に 2 種類の複合体として存在しているため、阻害剤として KU0063794（mTORC1/2 阻害剤）

及び Rapamycin（mTORC1 阻害剤）を用いて、E2 による分泌 LPL 活性を測定したところ、

mTORC1/2 阻害剤である KU0063794 でのみ活性の阻害が確認された（Fig. 20A, B）。そこ

で、mTORC2 の関与を検討するため、mTORC2 の重要な構成タンパク質である Rictor のノ

ックダウンを行った。ノックダウンにより Rictor の発現量を低下させた細胞では E2 による

分泌 LPL の活性化は認められなかった（Fig. 21A, B）。 
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Figure 13. Effects of E2 on the growth of mouse mammary tumor FM3A cells. FM3A cell growth 
after treatment with various E2 concentrations for 72 hr. Data were shown as mean ± SE. The data were 
analyzed by one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. (n=6) *P < 0.05 
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Figure 14. Stimulatory effects of E2 on secretion of LPL activity from mouse mammary tumor 
FM3A cells. FM3A cells were treated with (●) 10 nM E2 or without (○) for indicated time (A, B). 
Changes on secretion of LPL the cells incubated for 60 min with various concentrations of E2 (C, D). 
The activity (A, C) and protein (B, D) of LPL secreted into the medium was measured by radio enzyme 
assay. Data were shown as mean ± SE. The data were analyzed by Student’s t-test (A, B; compared to 
the control) or one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test (C, D; compared to the 
control). (n=6) *P < 0.05 
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Figure 15. Effect of E2 on cAMP contents in FM3A cells. cAMP content in FM3A cells incubated 
with (●) or without (○) 10 nM E2 over 300 sec. Data were shown as mean ± SE. Significant differences 
from the control group were determined by Student’s t-test. (n=6) **P < 0.01 
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Figure 16. Effect of PKA inhibitor on stimulatory secretion of LPL by E2. Secreted LPL activity in 
FM3A cells incubated for 60 min with or without 10 nM E2 under the pretreatment of H-89 for 20 min. 
The data were analyzed by one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. (n=4) *P < 0.05 
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Figure 17. Effects of E2 on MAPK activity in FM3A cells. FM3A cells were incubated with (●) 10 
nM E2 or without (○) over 90-min period. MAPK activity was measured by radio enzyme assay. Data 
were shown as mean ± SE. Significant differences from the control group were determined by Student’s 
t-test. (n=6) **P < 0.01 
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Figure 18. Effects of MAPK inhibitor on stimulatory secretion of LPL by E2. Secreted LPL activity 
in FM3A cells incubated for 60 min with or without 10 nM E2 under the pretreatment of PD98059 (A), 
FR180204 (B), SB202190 (C), and SP600125 (D) for 20 min. Data were shown as mean ± SE. The data 
were analyzed by one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. (n=6) *P < 0.05 
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Figure 19. Effects of PI3K inhibitors on stimulatory secretion of LPL by E2. Secreted LPL activity 
in FM3A cells incubated for 60 min with or without 10 nM E2 under the pretreatment of LY294002 for 
20 min. Data were shown as mean ± SE. The data were analyzed by one-way ANOVA with Dunnett’s 
multiple comparison test. (n=6) *P < 0.05 
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Figure 20. Effects of mTOR inhibitors on stimulatory secretion of LPL by E2. Secreted LPL activity 
in FM3A cells incubated for 60 min with or without 10 nM E2 under the pretreatment of KU0063794 
(A) and rapamycin (B) for 20 min. Data were shown as mean ± SE. The data were analyzed by one-way 
ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. (n=6) *P < 0.05 not significant (ns; P > 0.05) 
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Figure 21. Effects of Rictor knock-down on stimulatory secretion of LPL by E2. FM3A cells were 
transfected with Rictor siRNA and control siRNA. Rictor knockdown efficiency was determined by 
western blot. Rictor/-Actin ratio means fold change of Rictor to -actin ratio normalized to control 
siRNA (A). Secreted LPL activity in transfected FM3A cells incubated for 60 min with E2 (B). Data 
were shown as mean ± SE. The data were analyzed by Student’s t-test. (n=4) *P < 0.05, **P < 0.01 
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第 4 節 考察 

 

E2 と LPL の関係は複数報告されているが、臓器により反応が異なり、さらに乳癌細胞に

おける LPL との関係についての解析はほとんど行われていない[65–67]。そこで E2 の脂質

代謝へのさらなる調査を行うため、LPL の分泌機構に対する影響の検討を行った。今回使用

したマウス乳癌 FM3A 細胞では E2 濃度が 10 nM まで LPL 活性化が促進した（Fig. 14C）。

そして 20 分以内で E2 による LPL 活性化が生じた（Fig. 14A）ことから、この反応は non-

genomic effects に依存していると考えられる。 

GPER は細胞膜上に存在するエストロゲン受容体であり、その構造は G タンパク質共役型

受容体だと示唆されており、アデニル酸シクラーゼ（Adenylate Cyclase：AC）や MAPK な

ど数多くのシグナル伝達に関与しているとの報告がある[68,69]。そこで E2 による細胞内

cAMP 量の変化を測定したところ、1 分間の短時間で cAMP 含量が増加した（Fig. 15）。この

cAMP 含量増加による PKA の活性化と LPL の活性化との関係を検討したところ、PKA の阻

害剤（H-89）によって E2 による LPL 活性化が有意に抑制された（Fig. 16）。このことから、

GPER を介した cAMP 増加は LPL 活性化に関与していることが示唆された。 

MAPK はエストロゲンにより活性化されることが知られている[69,70]。今回用いた FM3A

細胞においても活性化が確認された（Fig. 17）。MAPK には複数の経路が存在するが、エスト

ロゲンによる各経路の活性化とその後の反応の解析は未だ不十分である。本研究において E2

による LPL の活性化においては ERK 及び p38 の経路が関与していることが示された（Fig. 

18A-C）。また E2 による LPL 活性化には PI3K の関与も示され、MPA による LPL 活性化機

序との相違も見られた（Fig. 19）。 

エストロゲンによる mTORC1 の活性化は乳癌細胞の増殖に重要な役割をしているとの報

告が数多く存在する[71]。近年 mTORC2 との関係もいくつか報告されているが、その役割

は明らかではない。本研究において E2 による LPL 活性化が mTORC1/2 阻害剤及び Rictor

のノックダウンによって抑制された（Fig. 20A）（Fig. 21A, B）ことから、E2 においても

mTORC2 を介して LPL 活性化が行われていることが示唆された。 
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第 3 章 細胞周期に対する分子標的薬による脂質代謝の変動に関する解析 

 

第 1 節 序論 

 

 ホルモン受容体陽性乳癌の治療はエストロゲン受容体を標的とした内分泌療法が一般的で

ある[72]。しかしホルモン受容体陽性でありながら内分泌療法に抵抗性を有する乳癌も存在

する。内分泌療法抵抗性のメカニズムとして、PI3K/AKT/mTOR 経路の活性化が報告されて

おり[73]、mTOR を標的とした治療薬（エベロリムス）などが使用されている。さらに近年

では特にサイクリン D1 の過剰発現が内分泌療法抵抗性及び予後悪化の因子として重要との

報告がなされている[74]。そのため次の治療として着目されたのが CDK である。CDK は、

セリン/スレオニンキナーゼであり、サイクリンと相互作用することで細胞周期の進行を制御

する重要なタンパク質である。細胞周期は、G0/G1→S→G2 の間期、さらに M 期（有糸分裂

と細胞分裂）に分けられ、それぞれのチェックポイントにおいてサイクリン/CDK 複合体に

よる制御機構が存在している[75]。中でも CDK4 及び CDK6 はサイクリン D1 と複合体を形

成することで網膜芽細胞腫（Retinoblastoma：Rb）タンパク質をリン酸化し、Rb に結合して

いる E2F が遊離し転写領域に結合することで転写が制御され S 期への移行を促進させる。こ

のサイクリン D1-CDK4/6 複合体-Rb 経路の異常な活性化はホルモン受容体陽性乳癌におけ

る特徴としても知られている[76]。最近、この CDK4/6 を標的として阻害することにより、

細胞周期の進行を阻止する分子標的薬が開発されている。その中でもパルボシクリブ（Fig. 22）

は最も早く米国食品医薬品局（Food and Drug Administration：FDA）に承認された CDK4/6

阻害薬であり、サイクリン D1-CDK4/6 複合体と ATP との結合を阻害することで細胞周期

進行を阻止している。わが国においてパルボシクリブはホルモン受容体陽性かつ HER2 陰性

の手術不能、もしくは再発乳癌に対して内分泌療法との併用で使用されている。パルボシク

リブは強力に CDK4/6 を阻害して、細胞周期の進行を抑制するが、種々の代謝に対する作用

は脂質代謝を含め、ほとんど解析されていない。そこで本章では乳癌細胞に対するパルボシ

クリブの脂質代謝に対する作用を明らかにするため、癌の増悪化への関与が示唆されている

細胞内脂質の変動[77]やリポタンパク質代謝について、特に LPL の分泌に対する影響に着目

し検討した。 
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Figure 22. Structure of palbociclib. 
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第 2 節 実験方法 

 

第 1 項 試薬 

 パルボシクリブは Chem Scene、BAPTA-AM は和光純薬、STO-609 は Cayman Chemical

より購入した。パルボシクリブは 0.1 M HCl、BAPTA-AM 及び STO-609 は DMSO に溶解

し使用した。 

 

第 2 項 細胞培養 

 細胞培養の方法は、本論第 1 章の第 2 節、第 2 項に示した。 

 

第 3 項 粗酵素標品作成 

 粗酵素標品作成方法は、本論第 1 章の第 2 節、第 3 項に示した。 

 

第 4 項 細胞増殖測定 

 細胞増殖測定方法は、本論第 1 章の第 2 節、第 4 項に示した。 

 

第 5 項 細胞周期解析 

 第 2 項で培養した細胞を 1.5×105 個/mL の密度に調整し、薬剤を添加し培養した。48 時

間後、細胞を回収、遠心分離（150×g、3 分、4℃）し、上清を取り除いた後、70% エタノー

ルを加え 4℃で 20 分間細胞を固定した。FxCycle™ PI/RNase Staining Solution（Thermo 

Fisher Scientific）を添加し室温で 20 分間染色を行い、FACS Calibur（BD Biosciences）を用

いて Fl2-H で測定し、Cell Quest Pro（BD Biosciences）にて解析を行った。 

 

第 6 項 LPL 酵素活性測定 

 LPL 酵素活性の測定には第 3 項で作成した LPL 粗酵素標品を用いた。LPL 酵素活性測定

は Nilsson-Ehle ら[28]及び Belfrage ら[29]の方法を使用した。基質溶液の作成について、0.2 

M Tris[37℃、pH 8.0]、0.3％ Triton X-100 及び Triolein, [9,10-3H(N)]-（10 nM; 18.5 

mBq/mL）（PerkinElmer）20 µL を氷中で、超音波処理（3 分）して乳化処理し、さらに 10％ 

BSA 60 µL、0.2 M Tris[37℃、pH 8.0]7.9 µL、10% イントラリポス 0.1 µL およびマウス非

働化血清 12 µL を加え、37℃で 60 分間温置したものを基質溶液とした。作成した基質溶液
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0.1 mL に粗酵素標品 0.1 mL を添加し、37℃で 60 分間温置した。反応は反応停止液（メタノ

ール:クロロホルム:ヘプタン=1.41:1.25:1）3.25 mL を添加して停止させたのち、0.1M 

Carbonate-borate Buffer を 0.75 mL 加え、10 分間振盪する。FFA を含むアルカリ-メタノー

ル層（上層）を 1 mL バイアルに採取し、リッキシンチ 4 mL を加え、液体シンチレーション

カウンター（アロカ製 LSC-6100）で FFA の放射活性を測定した。LPL の活性は 1 M NaCl

存在下でほぼ完全に阻害されることから、1 M NaCl 存在下での LPL 粗酵素標品の値を用い

て補正し、LPL 活性を nmol FFA/hr/106 cells で表した。 

 

第 7 項 細胞内脂質染色 

 脂質染色にはナイルレッド（和光純薬）を用いて行った。第 2 項で培養した細胞を 1×105

個/mL の密度に調整し、薬剤を添加し 48 時間培養した。その後、細胞を回収し遠心分離（150

×g、3 分、4℃）にて上清を取り除き PBS で２度洗浄した後、4% パラホルムアルデヒドに

より 15 分間固定した。固定後、0.5 µg/mL ナイルレッドにて 20 分間染色を行った後、FACS 

Calibur を用いて、脂質の蓄積量を Fl2-H、細胞径を FSC-H で測定し、Cell Quest Pro にて

解析を行った。 

 

第 8 項 siRNA トランスフェクション 

 siRNA トランスフェクションは、本論第 1 章の第 2 節、第 8 項に示した。AMPK1/2 標

的とする siRNA（30 nM）（Santa Cruz Biotechnology）及び LPL を標的とする siRNA（50 

nM）（Sequence 5’-3’：CAAAGUGUUCCAUUACCAA）（Merck）を用いてノックダウンを行

った。 

 

第 9 項 ウエスタンブロット法 

 ウエスタンブロット法は、本論第 1 章の第 2 節、第 9 項に示した。一次抗体として抗

AMPK1/2 抗体、抗 p-AMPK1/2 抗体（Cell Signaling Technology）、抗 LPL 抗体（Gene 

Tex）、抗-アクチン抗体を用いた。 
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第 10 項 統計学的解析 

 結果は平均±標準誤差（SE）で示した。有意差検定は、2 群間の比較については Student’s 

t-test、多群間の比較については one-way ANOVA 後に Tukey 法または Dunnett 法を用いて

行った。また、P 値が 0.05 未満を有意差ありとして解析した。 
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第 3 節 結果 

 

マウス乳癌 FM3A 細胞に対するパルボシクリブの効果 

 マウス乳癌 FM3A 細胞におけるパルボシクリブの感受性を確認するために、細胞懸濁液に

パルボシクリブを添加し 48 時間培養した。その間、FM3A 細胞の増殖の変化を Burker-Turk

血球計算盤を用いて計測した。細胞増殖はパルボシクリブ濃度依存的に抑制され、5 µM では

細胞の増殖が完全に抑制された（Fig. 23A）。この細胞に対し propidium iodide 染色を行い、

細胞周期の割合変化をフローサイトメーターを用いて測定したところ、1 µM パルボシクリブ

によって G0/G1 期の細胞割合が有意に増加した（Fig. 23B）。また、パルボシクリブ 1 µM 添

加後、5 分間培養した細胞において AMPK のリン酸化亢進が認められた（Fig. 23C）。パルボ

シクリブとともに 48 時間培養した細胞を脂質染色液であるナイルレッドにて染色を行った

細胞をフローサイトメーターを用いて測定した。パルボシクリブ処理した細胞は、濃度依存

的に脂質の蓄積増加（Fig. 24A）、及び細胞の膨化が確認された（Fig. 24B）。また細胞径当た

りの脂質含量の増加も確認されたため、パルボシクリブは細胞内の脂質密度を増加させる作

用を有することが示唆された（Fig. 24C）。臨床の乳癌治療でパルボシクリブを使用した際の

最高血漿中濃度は約 0.3 µM であるが、パルボシクリブは組織移行性が高く、また FM3A 細

胞における細胞増殖 50%阻害濃度が約 1 µM であったため LPL に対する検討は 1 µM 前後で

行った。 

 

LPL 分泌に対するパルボシクリブの効果 

 FM3A 細胞をパルボシクリブ処理し、培養後の上清に含まれる LPL を分泌 LPL とした。

LPL の活性をラジオエンザイムアッセイ、タンパク質量をウエスタンブロットを用いて測定

した。1 µM パルボシクリブでは 60 分まで経時的に分泌 LPL 活性及びタンパク質量の増加が

認められた（Fig. 25A, B）。各濃度のパルボシクリブで 1 時間処理したところ、分泌 LPL の

活性及びタンパク質量はパルボシクリブ濃度依存的に有意に増加した（Fig. 25C, D）。そこで

パルボシクリブによる脂質の蓄積増加と LPL との関係を検討するため、LPL のノックダウン

を行った（Fig. 26A）。LPL をノックダウンさせた細胞はコントロール細胞と比較し、細胞増

殖が抑制されることが確認された（Fig. 26B）。続いて、パルボシクリブによる脂質の蓄積増

加に与える影響を検討した。その結果、LPL ノックダウン細胞では、コントロール細胞に比

べてパルボシクリブによる脂質の蓄積増加が有意に抑制されることが確認された（Fig. 26C）。
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E2 および MPA による LPL 活性化を抑制した mTORC1/2 阻害剤である KU0063794 をパル

ボシクリブとともに添加したところ、パルボシクリブによる分泌 LPL の活性抑制は認められ

なかった（Fig. 27）。また、FM3A 細胞にパルボシクリブ存在下、E2 または MPA を添加し

たところ、分泌 LPL 活性は相加的に上昇したが、タンパク質量はパルボシクリブ単独と比べ

変化は認められなかった（Fig. 28A, B）。 

 

パルボシクリブによる LPL 分泌に対するカルシウムシグナリング系の関与 

 細胞内カルシウム変動と LPL 分泌が関連しているとの報告がある[78]。そこでパルボシク

リブによる LPL 分泌のメカニズムを検討するうえで Ca2+シグナリング系の関与を検討した。

まず細胞内 Ca2+キレート剤である BAPTA-AM[79]を用いたところ、濃度依存的に LPL 分泌

の抑制が認められた（Fig. 29A, B）。続いて、細胞内 Ca2+によって活性化されるカルモジュリ

ン（Calmodulin：CaM）に着目した。CaM は Ca2+によって活性化され、Ca2+/カルモジュリ

ン依存性タンパク質キナーゼキナーゼ（Ca2+/Calmodulin-Dependent Protein Kinase Kinase：

CaMKK）及び AMPK等を活性化させることが知られている[80]。CaMKK阻害剤である STO-

609[81]をパルボシクリブとともに添加すると、LPL 分泌の有意な抑制が確認された（Fig. 

30A, B）。 

 

AMPK ノックダウンによるパルボシクリブの LPL 分泌の変化 

 AMPK は CaMKK 等によって活性化され、エネルギー代謝と密接に関係している。そこで、

パルボシクリブによる LPL 分泌変化に対する AMPK の関与を検討した。AMPK は、、

の 3 つのサブユニットから構成されるヘテロ三量体タンパク質複合体として存在しており、

サブユニットのリン酸化が主な活性化機序として知られている[82]。FM3A 細胞においてパ

ルボシクリブによる短時間での AMPK リン酸化亢進が認められたことから AMPK の関与が

考えられる（Fig. 23C）。そこで AMPKのノックダウンを行った（Fig. 31A）。ノックダウン

により AMPKの発現量を低下させた細胞ではパルボシクリブによる LPL 分泌の増加は認

められなかった（Fig. 31B, C）。 

  



45 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 23. Effects of palbociclib on growth and phosphorylation of AMPK. FM3A cells growth after 
treatment with various palbociclib concentrations for indicated time (A). FM3A cells were treated with 
or without palbociclib (1 µM) for 48 hr and stained with propidium iodide followed by FACS Calibur 
(B). FM3A cells were treated with or without palbociclib (1 µM) for 5 min (C). Data were shown as 
mean ± SE. The data were analyzed by Student’s t-test. (n=4) *P < 0.05, **P < 0.05  
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Figure 24. Effect of palbociclib on lipid accumulation in FM3A cells. FM3A cells were treated with 
or without palbociclib for 48 hr and stained with Nile Red (0.5 μg/mL) measured by FACS Calibur. Cell 
size was measured in Nile Red unstained cells (A) and intracellular lipid content in stained cells (B). 
B/A was identified as lipid density (C). Data were shown as mean ± SE. The data were analyzed by one-
way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. (n=4) *P < 0.05 
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Figure 25. Effects of palbociclib on stimulatory secretion of LPL from FM3A cells. FM3A cells 
were treated with (●) or without (○) palbociclib (1 µM) for indicated time (A, B). Changes on secretion 
of LPL the cells incubated for 60 min with various concentrations of palbociclib (C, D). The activity (A, 
C) and protein content (B, D) of LPL secreted into the medium were measured by radio enzyme assay 
and western blot. Data were shown as mean ± SE. The data were analyzed by Student’s t-test (A, B; 
compared to the control) or one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test (C, D; compared 
to untreated palbociclib). (n=6) *P < 0.05, **P < 0.01  
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Figure 26. Effects of LPL knock-down on cell growth and palbociclib-treated lipid accumulation. 
FM3A cells were transfected with LPL siRNA and control siRNA. After transfection, protein expression 
was measured by western blotting. LPL/-Actin ratio means fold change of LPL to -actin ratio 
normalized to control siRNA (A). LPL knock-down cells and control cells were grown for indicated 
time (B). LPL knock-down cells and control cells were treated with or without palbociclib for 48 hr and 
stained with Nile Red (0.5 µg/mL) measured by FACS Calibur (C). Data were shown as mean ± SE. 
The data were analyzed by Student’s t-test (B, C; compared to treated control siRNA). (n=4) *P < 0.05 
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Figure 27. Effects of mTOR inhibitor on stimulatory secretion of LPL by palbociclib. FM3A cells 
were incubated for 60 min with or without palbociclib (1 µM) under the pretreatment of KU0063794 
for 20 min. The activity of LPL secreted into the medium was measured by radio enzyme assay. Data 
were shown as mean ± SE. The data were analyzed by one-way ANOVA. (n=6) 
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Figure 28. Changes of palbociclib on stimulatory secretion of LPL in combination with E2 or MPA. 
FM3A cells were incubated for 60 min with or without palbociclib (1 µM) in presence of E2 (10 nM) or 
MPA (1 nM). The activity (A) and protein content (B) of LPL secreted into the medium were measured 
by radio enzyme assay and western blot. Data were shown as mean ± SE. The data were analyzed by 
one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test. (n=6) not significant (ns; P > 0.05), *P < 0.05 
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Figure 29. Effects of Ca2+ chelator on stimulatory secretion of LPL by palbociclib. FM3A cells were 
incubated for 60 min with or without palbociclib (1 µM) under the pretreatment of BAPTA-AM for 20 
min. The activity (A) and protein content (B) of LPL secreted into the medium were measured by radio 
enzyme assay and western blot. Data were shown as mean ± SE. Significant differences were compared 
to untreated BAPTA-AM and determined by one-way ANOVA with Dunnett’s multiple comparison test. 
(n=6) *P < 0.05  
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Figure 30. Effects of CaMKK inhibitor on stimulatory secretion of LPL by palbociclib. FM3A cells 
were incubated for 60 min with or without palbociclib (1 µM) under the pretreatment of STO-609 for 
20 min. The activity (A) and protein content (B) of LPL secreted into the medium were measured by 
radio enzyme assay and western blot. Data were shown as mean ± SE. Significant differences were 
compared to untreated STO-609 and determined by one-way ANOVA with Dunnett’s multiple 
comparison test. (n=6) *P < 0.05  

0

50

100

150

200

250

300

350

0 2 4 6 8 10

S
e

cr
e

te
d

 L
P

L
 A

c
ti

vi
ty

(n
m

o
l F

F
A

/h
r/

1
06

c
el

ls
)

STO-609 (µM)

Control

Palbociclib

A 

* 
* 

Palbociclib 
ST-609 (µM)  


0131001310

0

0.5

1

1.5

2

0 2 4 6 8 10

S
e

cr
e

te
d

 L
P

L
 P

ro
te

in
 

(f
o

ld
)

STO-609 (µM)

Control
Palbociclib

LPL 

B 

* 

* 



53 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figure 31. Effects of AMPK knock-down on stimulatory secretion of LPL by palbociclib. FM3A 
cells were transfected with AMPK siRNA and control siRNA. AMPK knock-down cells were incubated 
for 60 min with or without palbociclib (1 µM). AMPK expression was measured by western blotting. 
AMPK/-Actin ratio means fold change of AMPK to -actin ratio normalized to control siRNA (A). 
The activity (B) and protein content (C) of LPL secreted into the medium were measured by radio 
enzyme assay and western blot. Data were shown as mean ± SE. The data were analyzed by Student’s 
t-test. (n=4) not significant (ns; P > 0.05) 
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第 4 節 考察 

 

 CDK による脂質代謝の変動は未だ明らかではない。そこで本研究では CDK による脂質代

謝の調節について、現在、ホルモン受容体陽性乳癌の分子標的治療に用いられている CDK4/6

阻害剤パルボシクリブを用いて、主に LPL 分泌に対する変化に着目し検討した。今回用いた

マウス乳癌 FM3A 細胞において、パルボシクリブによる LPL 分泌促進作用（Fig. 25A-D）及

び細胞内脂質の蓄積増加（Fig. 24C）が認められた。本来、癌細胞の特徴の一つとして脂質の

蓄積増加が挙げられる[83]。しかしながら過剰な脂質の蓄積は癌細胞の増殖及び転移能の亢

進や治療抵抗性に関与しているとの報告があり、癌細胞の悪性度を示す指標の一つである

[84–87]。パルボシクリブによる LPL 分泌増加に伴う脂質の蓄積増加が確認された（Fig. 26C）

ことから、この脂質の蓄積増加により薬剤の休薬期間でのリバウンドや、薬剤の耐性化を引

き起こす可能性が示唆された。 

LPL 分泌機構の一つとして、第 1 章及び第 2 章に記述したように、E2 及び MPA による

LPL 活性化は mTORC2 に依存していることが示された。そこでパルボシクリブによる LPL

分泌促進と mTORC2の関与について阻害剤を用いて検討したが、パルボシクリブによる LPL

分泌は mTORC2 に依存しないことが示された（Fig. 27）。このことからパルボシクリブによ

る LPL 分泌機構は E2 や MPA とは異なる経路が関与していることが示唆された。LPL 分泌

促進機構については Ca2+が関係しているとの報告がある[78]。そこで数多くの細胞内シグナ

ルに関与している Ca2+シグナリング系に着目し検討した。細胞内 Ca2+キレーター（BAPTA-

AM）及び CaMKK 阻害剤（STO-609）によって LPL 分泌が抑制された（Fig. 29A, B）（Fig. 

30A, B）ことから、細胞内 Ca2+の変動に感受性のある経路の関与が考えられる。 

AMPK は細胞内エネルギー量のセンサーとして重要な役割を担っている。エネルギー量の

低下（AMP/ATP 比の増加）により活性化され、エネルギー産生亢進に関与しているタンパ

ク質の発現増加及び活性化により、細胞内エネルギーの恒常性を保っている[88]。脂肪酸代

謝における主な AMPK の役割として、アセチル CoA カルボキシラーゼ（Acetyl-CoA 

Carboxylase：ACC）のリン酸化による脂肪酸合成の抑制及び酸化の亢進が知られている[89]。

また AMPK は筋組織における LPL タンパク質合成の促進、心筋における LPL の細胞膜移行

へ関与しているとの報告もある[90,91]。しかしながら癌細胞における AMPK とリポタンパ

ク質代謝との関係は未だ不明である。パルボシクリブと AMPK との関係については、パルボ

シクリブが AMPKのリン酸化を亢進するとの報告があり[92]、FM3A 細胞においてもリン
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酸化亢進が認められた（Fig. 23C）。そこで AMPKをノックダウンした乳癌細胞を使用した

ところ、パルボシクリブによる LPL 分泌が確認されなかった（Fig. 31A-C）。これらの結果か

ら CDK4/6 阻害剤パルボシクリブによる LPL 分泌促進作用は細胞内 Ca2+増加に伴う

CaMKK-AMPK 経路の活性化に依存していることが示唆された。 
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総括 

 

 本研究ではホルモン受容体陽性乳癌であるマウス乳癌 FM3A 細胞を用いて、乳癌細胞の

LPL 分泌機構の解析を行った。 

 第１章では MPA による LPL 活性化機構について解析した。FM3A 細胞に MPA を添加す

ると、低濃度（20 nM 以下）において分泌 LPL の活性化が認められた。cAMP 含量はごく短

時間（3 分以内）で上昇し、PKA 阻害剤である H-89 によって LPL の活性化が抑制された。

MAPK 活性についても短時間での活性化が認められ、MEK、ERK、p38 の阻害剤で MPA に

よる LPL 活性化が抑制された。mTORC1/2 の阻害によって LPL の活性化は抑制されたが、

mTORC1 のみの阻害では抑制されなかった。そこで、mTORC2 の構成要素である Rictor を

ノックダウンした細胞に MPA を添加したが、LPL の活性化は認められなかった。これらの

結果から、MPA による LPL 活性化機構は mPRs を介した cAMP 含量の増加に伴う PKA の

活性化、それに続く MAPK-mTORC2 経路の活性化に依存していることが明らかになった。 

 第 2 章では E2 による LPL 活性化機構について解析した。E2 においても LPL の活性化は

引き起こされ、その機序として GPER を介した cAMP 含量増加に伴う PKA の活性化及び

MAPK、PI3K 並びに mTORC2 を介したものだと明らかになった。このように E2 による LPL

活性化機構は低濃度 MPA による LPL 活性化機構と類似していたが、cAMP 含量増加及び

MAPK 活性上昇の継続時間や PI3K の関与など、一部異なる反応が示されたため、今後より

詳細な解析が必要だと考えられる。 

 第３章では CDK4/6 による LPL 分泌調節機構をホルモン受容体陽性乳癌治療薬であるパ

ルボシクリブを用いて解析した。パルボシクリブによる LPL 分泌促進は細胞内 Ca2+キレー

ターによって抑制されたことから、細胞内 Ca2+の変化に依存していることが示された。そこ

で Ca2+によって活性化することが知られている、CaM の関与を検討したところ、CaMKK の

阻害剤によって LPL 分泌が抑制された。また CaMKK によって活性化される AMPK をノッ

クダウンした細胞を用いたところ、パルボシクリブによる LPL 分泌促進が認められなかった。

またパルボシクリブによる脂質の蓄積増加は、AMPK を介した LPL 分泌促進に依存してい

ることも確認された。これらの結果からパルボシクリブによる LPL 分泌調節機構は、CDK4/6

が抑制されることによる細胞内 Ca2+増加に伴う CaMKK-AMPK 経路の活性化に依存してい

ることが明らかになった。この経路に依存した LPL 分泌促進により脂質の蓄積が増加し、そ

れに伴う癌細胞の悪性化が進行することが考えられるため、CDK4/6 阻害剤のエネルギー代
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謝に対する影響のさらなる検討が必要である。 

 LPL は体内の脂質代謝において重要な働きをしているが、癌細胞におけるその活性化修飾

過程及び分泌過程の調節メカニズムはあまり明らかにはなっていない。本研究において、ホ

ルモン受容体陽性乳癌における LPL 分泌機構には mTORC2 を介した LPL 活性化機構及び

AMPK を介した LPL 分泌促進機構が存在することが明らかになった（Fig. 32）。また本研究

の結果から、乳癌治療における内分泌療法は癌細胞の脂質代謝の面からもより有用であるこ

とが認められた。一方、細胞周期に対する分子標的薬による脂質代謝への関与を見出した。

これらの研究成果により癌細胞の脂質代謝に着目した治療による癌性羸痩の改善や薬物治療

後の癌細胞の再活性化抑制等、新しい治療方法に貢献することが期待される。 

 

 

Figure 32. Secretion mechanisms of LPL in mouse mammary tumor FM3A cells. 
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